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Beschreibung 

Erkennungsschichten ftlr die Biosensorik 

5 Die vorliegende Erfindung betrifft eine Iiamobilisierungss- 
chicht fUr Biosensoren sowie ihre Verwendung zur Erzeugung 
von biosensorischen Erkennungsschichten, insbesondere zur Er- 
zeugung von sogenannten DNA-Chips. 

10 In der modernen biologischen Analysentechnik, aber auch in 

der medizinischen Diagnostik, werden in zunehmendem Maiie Bio- 
sensoren eingesetzt, bei denen ein biologisches Erkennungs- 
system mit einem physikalischen Transducer verknupft ist. Un- 
ter Erkennungssystemen versteht man biologische Erkennungsmo- 
15 lektile, wie AntikGrper, Enzyme, Nucleinsauren land derglei- 

Chen, welche tiber eine sogenannte Immobilisierungsschicht an 
einem Trager (Transducer) gebunden sind. Als Transducer wer- 
den hauptsSchlich kalorimetrische, piezoelektrische, optische 
und elektrochemische Prinzipien verwendet. 

20 

Die Erkennungssysteme, respektive ursprtlnglich die Immobili- 
sierungsschichten, werden dabei meist in annShernd zwei- 
dimensionalen Schichten auf den Transducersystemen immobili- 
siert. Die Immobilisierung der ErkennungsmolekUle kann durch 
kovalente Bindungen, durch Af f initatswechselwirkung aber auch 
durch hydrophil /hydrophobe Wechselwirkungen erfolgen. Aus 
StabilitatsgrUnden werden kovalente Bindungen bevorzugt, je- 
doch kommt auch die Bildung stabiler Komplexe, wie zum Bei- 
spiel Biotin/Avidin, erfolgreich zum Einsatz. Einen guten 
30 Oberblick tlber den Aufbau annahternd zwei-dimensionaler biolo- 
gischer Erkennungsschichten geben I Willner, E. Katz: "Re- 
doxproteinschichten auf leitenden Tragern - Systeme ftlr bio- 
elektronische Anwendungen" in Angew. Chem. 2000, 112, 
S. 1230-69- 

35 Bei Transducer-Oberfiachen, welche NH- oder OH-Gruppen ent- 

halten, werden die biologischen FunktionstrSger, d.h. die Er- 
kennungsmolekUle, haufig durch Alkoxysilane, welche sogenann- 




200202816 



2 

te Linker gruppen enthalten, aber auch mit Hilfe von Cyanurch- 
lorid Oder Carbodiimid immobilisiert . Zur AusrUstung goldhal- 
tiger Transduceroberf ISchen werden mit Thiolalkyl gelabelte 
Erkennungsmolektile eingesetzt, die tlber Schwef el-Gold- 
5 Bindungeri in Form von sogenannten Self -Assembly-Schichten auf 
der Transduceroberf lache immobilisiert werden. Ein interes- 
santer Ansatz zur Immobilisierung von Nucleinsauren auf 
Transduceroberf lachen ist die photochemisch untersttltzte Syn- 
these von Affymetrix (Light-directed spatially addressable 
10 parallel chemical synthesis, S.P.A. Fodor et al.^ Science 
251, 767-773 (1991) ) . 

Zur Steigerung der Empf indlichkeit von Biosensoren sowie zur 
Optimierung der Reproduzierbarkeit der damit erhaltenen Mess- 
15 ergebnisse ist der Einsatz dreidimensionaler Immobilisie- 

rungsschichten fur die biologischen Erkennungsmolektile sinn- 
voll. Die Firma Schleicher & Schull GmbH bietet unter dem Na- 
men FAST™ slides DNA-Chips an, in welchen die FSnger-Oligos 
in einer drei-dimensionalen Nitrocellulose-Membran immobili- 
20 siert sind (BioMolecular Screening, Catalog 2001, intern. 
Edit. Fa. Schleicher & SchUll) . 

In der WO 00/43539 ist der Aufbau einer dreidimensionalen 
DNA-Erkennungsschicht durch Immobilisierung der DNA-Fanger- 
Sonden in Form von Polymer-Brushes beschrieben. 

Von Timofeev et al. wird ein chemisch modif iziertes, radika- 
lisch vernetztes Polyacrylamid beschrieben, das zum Beispiel 
fUr die Immobilisierung von Fanger-Oligos eingesetzt werden 
30 kann (E. N. Timofeev et al . , Regioselective Immobilization of 
Short Oligonucleotides to Acrylic Copolymer Gels, Nucleic 
Acids Research, 1966, Vol.24, No. 16, 3142-3148) . Hier werden 
als Kopplungsgruppen im Hydrogel Amino- oder Aldehydgruppen 
verwendet. Aldehyd- bzw. Amino-funktionalisierte Fanger- 
35 Oligos konnen an diese Kopplungsgruppen unter reduktiven Re- 
aktionsbedingungen kovalent immobilisiert werden. Das bedeu- 
tet aber, dass neben der eigentlichen Kopplungsreaktion zwi- 
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schen Amino- und Aldehydgruppe, bzw. umgekehrt, ein zusatzli- 
cher Reduktionsschritt unter Einsatz von Reduktionsmitteln 
erforderlich ist. Weitere von Timofeev et al. beschriebene 
Methoden zur chemischen Aktivierung des vernetzten Polyacryl- 
5 amids erfordern ebenfalls zusatzliche Reaktionsschritte in 
der Polymermatrix. 



Aufgabe der vorliegenden Erfindiing ist die Erzeugung einer 
hydrophilen Immobilisierungsschicht ftlr biosensorische Anwen- 

10 dungen auf Basis eines Hydrogels sowie die Verwendung solcher 
Immobilisierungsschichten zur Erzeugung von Erkennungsschich- 

^ ten durch kovalente Einkopplung biologischer Erkennungsmole- 

m ktlle. 

15 Die vorliegende Erfindung lost diese Aufgabe unter Verwendung 
von radikalisch vernetzten oder f otostruktruierten Hydrogelen 
als Immobilisierungsschicht, Solche Hydrogele sind in den 
deut schen Patentanmeldungen "Radikalisch vernetzbare Zusam- 
mensetzung zur Erzeugung einer Hydrogelschicht" bzw. "Foto- 

20 strukturierbare Zusammensetzung zur Erzeugung einer Hydrogel- 
schicht" (Aktenzeichen noch nicht bekannt) der Anmelderin be- 
schrieben^ 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist demnach einmal eine 
hydrophile Immobilisierungsschicht flir Biosensoren aus einem 
radikalisch vernetzten Hydrogel auf Basis von Pplyacrylamid, 
wobei die Ausgangs zusammensetzung Acrylamid^ Vernetzungsmit- 
tel, Radikalinitiatoren, wenigstens ein Comonomer mit reakti- 
ven Linkergruppen und gegebenenf alls Weichmacher sowie sons- 
30 tige Additive umfasst. 

Gegenstand der vorliegenden Verbindung ist auch eine 
hydrophile Immobilisierungsschicht aus einem f otostrukturier- 
ten Hydrogel auf Basis von Polyacrylamid, wobei die Ausgangs- 
35 zusammensetzung Acrylamid, Vernetzungsmittel, Fotoinitiato- 
ren, wenigstens einen Filmbildner, wenigstens ein Comonomer 
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mit reaktiven Linkergruppen und gegebenenf alls Weichmacher 
sowie andere Additive umfasst. 

Die erf indungsgemafien Systeme erlauben den Aufbau von Sensor- 
arrays mit biologischen ErkennungsmolekUlen in einer dreidi- 
mensionalen Matrix in hoher Integrationsdichte . 

Bevorzugte Ausftlhrungsformen bzw. Zusammensetzungen der er- 
f indungsgemafien hydrophilen Immobilisierungsschichten ergeben 
sich aus den Unteranspriichen 3 bis 10. 

Den Zusammensetzungen konnen gegebenenf alls weitere Komponen- 
ten beigeftigt werden, welche die Mischbarkeit der beteiligten 
Monomere und der Initiatoren gewahrleisten . Zur Herabsetzung 
der Oberf lachenspannung konnen handelstibliche Additive ver- 
wendet werden. 

Nach Schichtherstellung auf einem Transducersystem und ther- 
mischer bzw. Fotovernetzung oder Fotopolymerisation oder Fo- 
tostrukturierung bzw. Polymerisationsstrukturierung wird ein 
mit Wasser quellbares Hydrogel erhalten, in das unter Verwen- 
dung der Linkergruppen biologische oder chemische Erkennungs- 
molktlle ftir analytische oder diagnostische Anwendungen unter 
Erhalt ihrer Funktionsf ahigkeit eingekoppelt werden kSnnen. 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist demzufolge auch die 
Verwendung der Immobilisierungsschichten zur Herstellung von 
biosensor ischen Erkennungsschichten durch (kovalentes) Ein- 
kuppeln bzw, Immobilisieren von chemischen oder biologischen 
ErkennungsmolekUlen, wobei die Erkennungsmolektlle vorzugswei- 
se Fanger-Oligonukleotide sind. 

Grundsatzlich kann die Ausgangszusammensetzung zur Erzeugung 
der Hydrogelschicht (Immobilisierungsschicht) mit alien mo- 
dernen Beschichtungstechnologien auf die geeigneten Trager 
aufgebracht werden. Bevorzugt werden jedoch Spin-Coating so- 
wie Dispensieren angewendet. 
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Die Eigenschaften der zu erzeugenden Hydrogelschicht bezUg- 
lich Hydrophile, Vernetzungsdichte/ Quellbarkeit, etc. lassen 
sich in weiten Bereichen durch die Art der verwendeten Aus- 
gangskomponenten, deren Verhaitnis zueinander und letztend- 
lich der Art der Schichtbildung variieren. 

Die Hydrogelmatrix kann an die zum Einsatz kommenden biologi- 
schen Erkennungsmolektlle/ insbesondere im Hinblick auf die 
Vernetzungsdichte, angepasst werden. Die Vernetzungsdichte 
wird durch Art und Konzentration der verwendeten Vernetze'rmo- 
lekule, wie Acryl- und/oder Methacrylverbindungen, insbeson- 
dere Methylenbis (meth) acrylamid und/oder Dimethacrylsau- 
reester, wie Tetraethylenglycoldiitiethacrylat, gesteuert wer- 
den. 

Die Hydro gelmis Chung kann auch an das ftlf den speziellen An- 
wendungszweck bevorzugte Beschichtungsverf ahren angepasst 
werden. 

Ftir Spin-Coating koinmt zum Einen die Verwendiing eines polyme- 
ren Filmbildners, wie Polyvinylpyrrolidone Polyacrylamid 
und/oder Polyhydroxymethacrylat, in Frage. Zum anderen kSnnen 
hochsiedende Losungsmittel, wie z. B. Ethylenglykol, ftir die 
Hydro gelmis Chung verwendet werden, die beim Spin-Coating 
nicht vollstandig verdampfen und so als Weichmacher in der 
Schicht verbleiben. Der Restlosemittelgehalt kann dann durch 
einen Prebake-Schritt vor der Vernetzung gezielt weiter redu- 
ziert und somit u.a. die Polymerisationsausbeute bzw. die re- 
sultierende Schichtdicke gesteuert werden. Gegebenenf alls 
konnen zusatzliche Weichmachersysteme, wie Di- und/oder 
Triethylenglykol, zugesetzt werden. 

Bei der Schichtbildung durch Dispensieren wird die Hydrogel- 
mischung in Losung je nach Transducerdimensionen in Tropfen 
in einer GroBe von einigen Mikrolitern bis zu einem Nanoliter 
aufgebracht. Ftir das Dispensieren werden hochsiedenden Lase- 
mittel, die eine ausreichend lange Lebensdauer des Tropfens 
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an der Spitze der Dispensierkaniile aufweisen, verwendet. Da- 
mit wird das Dosieren und Absetzen des Tropfens reproduzier- 
bar. Andererseits darf der Siedepunkt des Losungsmittels 
nicht zu hoch sein, urn ein ausreichend rasches Abdampfen des 
5 Losungsmittels aus dem abgesetzten Tropfen zu ermoglichen. 
Gegebenenf alls ist hier ein Temperschritt zur Steuerung des 
Gehalts an RestlOsemittel erforderlich. Erf indungsgemaB kom- 
men ftlr das Dispensieren der Hydro gelmischung bevorzugt Di- 
methyl formamid und/oder Ethylenglykol zum Einsatz, 

10 

Die Hydro gelmischung kann in Schicht- oder Spotform auf 
Transducer- oder Trageroberf lachen aus Metall, Glas, Silici- 
urn, Siliciumdioxid, Siliciumnitrid oder Kunststoff aufge- 
bracht werden. Es konnen auch Oberf lachen mit Topographie, 
15 die aus unterschiedlichen Materialien bestehen, wie z. B. In- 
terdigitalelektrodenarrays auf Siliciumnitrid als Passivie- 
rung, beschichtet werden. Die Beschichtung von Flachen 
schlieBt auch die Beschichtung innerer OberflSchen von Mikro- 
kanaien oder Nanotubes ein. Die zu be schicht enden Oberf lachen 
20 sind gegebenenf alls mit einem Haf tvermittler beschichtet. 

Die Polymerisation und Vernetziing der Hydrogelschicht erfolgt 
durch thermische oder UV-Initiierung. Bei UV-Initiierung kann 
auch eine Strukturierung der Hydrogelschicht durch Kontakt- 
bzw. Proximitybelichtung durch eine Maske erfolgen. Die 
Hydrogelschicht arbeitet hier wie ein Negativ-Resist . Im be- 
strahlten Bereich wird polymerisiert und vernetzt. In den ab- 
gedunkelten Bereichen findet keine Reaktion statt. Die hier 
befindliche Hydrogelmischung wird in einem Entwicklungs- 
30 schritt wieder vom Substrat abgelost. Hilf skomponenten wie 

polymere Filmbildner oder Weichmacher konnen durch Extraktion 
aus der vernetzten Hydrogelschicht entfernt werden. Dieser 
Schritt kann unter Umstanden zeitgleich mit dem eigentlichen 
Ausrtistungsschr itt erfolgen . 

35 

Die bioglogischen oder chemischen Erkennungssysteme werden 
vorzugsweise aus wSssriger LOsung, aus wassriger PufferlQsung 
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Oder aus Gemischen polarer Losungsmittel mit Wasser auf die 
Iinmobilisierungsschicht aufgebracht. Das Aufbringen erfolgt 
durch Auftropfen oder Aufspotten/Aufdispensieren. In Nanotu- 
bes Oder Mikrokanaie kann das Heranbringen der LQsung mit den 
biologischen oder chemischen Erkennungsmolektilen an die ver- 
netzte Hydrogelschicht auch durch den Transport durch das 
fluidische System selbst erfolgen. FUr die zielgenaue Bela- 
dung von Messspots werden vorteilhaf terweise vernetzte Hydro- 
gelspots verwendet, die von einem Schutzring umgeben sind. 

Fur das kovalente Ankoppeln der biologischen oder chemischen 
Erkennungsmolekiile, die mit einer zur im vernetzten Hydrogel 
vorhandenen Linkergruppe passenden Kopplungsgruppe versehen 
sind, kann je nach Reaktivitat ein Temperschritt erforderlich 
sein. Um das Austrocknen der Hydrogelschicht wahrend der 
Kopplungsreaktion zu verhindern, kann in einer Klimakammer 
gearbeitet werden. Besonders geeignet fUr die Ankopplung an 
die Linkergruppen Epoxyd und MaleinsSureanhydrid sind Amino- 
alkylgruppen . 
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Pat en t ansprtiche 

1. Hydrophile Immobilisierungsschicht ftir Biosensoren aus 
einem radikalisch vernetzten Hydrogel auf Basis von Po- 
lyacrylamid, wobei die Aus gangs zusammensetzung Acryla- 
mid, Vernetzungsmittel/ Radikalinitiator (en) , wenigstens 
ein Comonomer mit reaktiven Linker gruppen und gegebenen- 
falls Weichmacher ximfasst. 

2. Hydrophile Immobilisierungsschicht aus einem foto- 
strukturierten Hydrogel auf Basis von Polyacrylamid, wo- 
bei die Aus gangs zusammensetzung Acrylamid, Vernetzungs- 
mittel, Fotoinitiator (en) , wenigstens einen Filmbildner, 
wenigstens ein Comonomer mit reaktiven Linkergruppen und 
gegebenenf alls Weichmacher umfasst. 

3. Hydrophile Immobilisierungsschicht nach Anspruch 1 Oder 
2f dadurch gekennzeichnet, dass das Vernet- 
zungsmittel eine Acryl- und/oder Methacrylverbindung 
ist . 

4. Hydrophile Immobilisierungsschicht nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Vernetziangs- 
mittel Methylenbis (meth) acrylamid und/oder Dimethacryl- 
sSureester ist. 

5. Hydrophile Immobilisierungsschicht nach einem der An- 
sprtiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Comonomer mit reaktiven Linkergruppen MaleinsSLurean- 
hydrid und/oder Glycidyl (meth) acrylat ist. 

6. Hydrophile Immobilisierungsschicht nach einem der An- 
sprtiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
der Weichmacher Mono-, Di- und/oder Triethylenglycol 
ist . 
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7. Hydrophile Immobilisierixngsschicht nach einem der An- 
sprUche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet / dass 
die Aus gangs zusaitonensetzung, in einem polaren, mit Was- 
ser mischbaren LOsungsmittel vorliegt, 

8. Hydrophile Immobilisierungsschicht nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, dass das L5sungsmittel 
Dimethyl formaiQid ist, 

9. Hydrophile Immobilisierungsschicht nach einem der An- 
sprUche 2 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass 
der Filmbildner Polyvinylpyrolidon, Polyacrylamid 
und/oder Polyhydroxymethacrylat ist. 

10. Hydrophile Immobilisierungsschicht nach einem der An- 
sprUche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass 
sie auf Transducer- oder Trageroberf lachen aus Metall, 
Glas, Silicium, Siliciumdioxid, Siliciumnitrid, Kunst- 
stoff Oder auf Oberfiachen mit Topographie erzeugt ist, 

11. Verwendung der Immobilisierungsschicht nach einem der 
vorhergehenden AnsprUche zur Herstellung von biosensori 
schen Erkennungsschichten durch (kovalentes) Einkuppeln 
bzw. Immobilisieren von chemischen oder biologischen Er 
kennungsmo 1 e ktil en . 

12 . Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Erkennungsmolektile Fanger- 
Oligonukleotide sind. 
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Zusaitunenf assung 

Erkennungsschichten fUr die Biosensorik 

Hydrophile Immobilisierungsschicht fiir Biosensoren aus einem 
radikalisch vernetzbaren Hydrogel auf Basis von Polyacryla- 
mid, wobei die Ausgangszusammensetziing Acrylamid, Vernet- 
zungsmittel, Radikalinitiator (en) ^ wenigstens ein Comonomer 
mit reaktiven Linkergruppen und gegebenenf alls Weichmacher 
uitifasst, Oder aus einem fotostrukturierten Hydrogel auf Basis 
von Polyacrylamid, wobei die Ausgangszusammensetzung Acryla- 
mid, Vernet zungsmittel, Fotoinitiatoren, wenigstens einen 
Filmbildner, wenigstens ein Comonomer mit reaktiven Lin- 
kergruppen und gegebenenf alls Weichmacher umfasst. 



